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© Neues rekombinantes Human-IFN-beta, Verfahren zu dessen Herstellung und dieses enthaltende 
pharmazeutlsche Zubereitungen. 



© Die Erfindung betrifft ein neues rekombinantes Human-IFN-beta, Verfahren zu dessen Herstellung und 

dieses enthaltende pharmazeutische Zubereitungen. Das erfindungsgemSfie rekombinante IFN-beta besitzt eine 

hohere Stabilitat als die bisher bekannten IFN-beta-Praparationen sowie eine deutlich verbesserte Antitumorwir- 

kung im Vergleich zu naturlichem IFN-beta. Das erfindungsgema/te rekombinante IFN-beta ist durch einen Anteil 

an biantennaren Oligosaccharid-Strukturen von mindestens 60 %, einen Anteil von triantennaren Oligosaccharid- 

Strukturen von mindestens 15 % und einen Anteil von tetraantennaren Oligosaccharid-Strukturen von 0 bis 5 % 

sowie einen Sialinsauregehalt von mindestens 80 % gekennzeichnet. Es enthalt weiterhin gegebenenfalls einen 

Fucoseanteil. Mit dem erfindungsgema/ten Verfahren, das aus einer Kombination von Phasenverteilung-, 

JJT Affinitats-, Metal Ichelat- und Size-Exclusion-Chromatographie besteht, ist es moglich, das erfindungsgema^e 

^ Human-IFN-beta reproduzierbar und in hoher Reinheit mit den vorgenannten Eigenschaften herzustellen. Die 

O erfindungsgemaflen pharmazeutischen Zubereitungen sind insbesondere zur Behandlung des Kaposi Sarkoms 

O geeignet. 
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Die Erfindung betrifft ein neues rekombinantes Fibroblasteninterferon, Verfahren zu dessen Herstellung 
und pharmazeutische Zubereitungen enthaltend dieses rekombinante Human-lnterferon-beta (IFN-beta). 

NatUrlich vorkommende Interferons sind speziesspezifische Proteine, meistens Glykoproteine, die von 
verschiedenen Zellen nach einer Induktion mit Viren, doppelstrangiger RNA, anderen Polynucleotiden, 
s Antigenen und Mitogenen produziert werden. Die Interferons besitzen zahlreiche biologische Aktivitaten. Die 
wichtigsten sind die antivirale, antiproliferative, immunmodulierende und die antizellulSre Wirkung. Bei den 
humanen Interferonen unterscheidet man drei Typen, die in Leukocyten, Lymphocyten, Fibroblasten und 
innerhalb des Immunsystems produziert werden. Sie werden als alpha-, beta- und gamma-lnterferone 
bezeichnet. 

10 Naturliches Human-IFN-beta wird von induzierten Humanfibroblasten-Zellkulturenproduziert und aus 
dem ZellkulturUberstand isoliert und gereinigt. Proteine oder Polypeptide mit Human-IFN-beta-Aktivitat 
konnen auch unter Verwendung der rekombinanten DNA-Technik in Mikroorganismen oder eukaryotischen 
Zeltsystemen, wie z. B. Saugerzellkulturen, produziert werden, vgl. William E. Stewart II, The Interferon 
System, 2. Ausgabe, Springer-Verlag Wien, New York (1981); EP-A 41 313; W. Reiser und H. Hauser, 

15 Arzneim. Forsch./Drug. Res. 37 (1), Hr. 4 (1987), Seite 482; Mc Cormac et al., Molecular and Cellular 
Biology, Vol. 4, No. 1, Seite 166 (1984). 

Naturliche und rekombinante Interferons wurden bisher mit mehr oder weniger gro/tem Erfolg zur 
Behandlung von Patienten mit Tumor-, Virus-und Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Mit verschiedenen 
alpha-lnterferonen wurde ein Tumor-Response von 20 bis 40 % von Patienten im Fruhstadium des mit AIDS 

20 verbundenen Kaposi-Sarkoms beobachtet. Nachteilig bei der Behandlung mit alp ha- Interferon ist jedoch die 
hamatologische Intoleranz und hepatische Komplikationen, die die einsetzbare Dosis limitieren. Ein weiterer 
Nachteil bei der IFN-alpha-Behandlung und gleichzeitiger Verabreichung von Azidothymidin liegt darin, da/3 
beide Substanzen eine hohe hamatologische Toxizitat besitzen, so da/3 eine gemeinsame Verabreichung 
mit nicht tolerablen Nebenwirkungen verbunden ist und damit ausscheidet; vgl. Annals of Internal Medicine, 

25 Vol. 112, No. 3, 582 (1990). 

Fibroblasten- Interferon (IFN-beta) besitzt viele immunologische Eigenschaften, die mit denen des IFN- 
alpha vergleichbar sind. Jedoch wird IFN-beta wesentlich besser toleriert und besitzt offensichtlich auch 
eine geringere hamatologische Toxizitat als IFN-alpha in den bisher untersuchten Fallen von Nierenzellkar- 
zinom und lymphoiden Tumoren. In in vitro Untersuchungen inhibiert IFN-beta das HIV-Virus und zeigt eine 

30 synergistische anti retroviral Aktivitat mit Azidothymidin. 

Da bei langerer Verabreichung von Azidothymidin allein eine Resistenz entwickelt wird, ware es von 
groflem Vorteil, uber Substanzen wie IFN-beta zu verfugen, die sich im Idealfall hinsichtlich der antiretrovi- 
ralen Aktivitat, des Wirkmechanismus und des Toxizitatsprofils von Azidothymidin unterscheiden. 

Ein weiterer Nachteil der Interferone, insbesondere auch der rekombinanten, ist ihre Instability. 

35 Insbesondere die hochreinen Interferonpraparate fUr die kiinische Anwendung zeigen sowohl im flOssigen 
als auch im lyophilisierten Zustand einen raschen Aktivitatsverlust. Fur Interferone, die mittels der rekombin- 
anten DNA-Technologie in Bakterien hergestellt werden, besteht ein weiterer Nachteil darin, da/i auf diese 
Art produzierte Interferone in wafirigen Losungen nahezu unloslich sind. 

Aus dem Stand der Technik sind zahlreiche Vorschlage zur Uberwindung dieser Nachteile bekannt, 

40 wobei die meisten dieser Verfahren den Zusatz verschiedenster chemischer Verbindungen zur Interferon- 
praparation vorschlagen, um die Loslichkeits- und/oder Stabilitatsprobleme zu beseitigen. 

Alie derartige Verfahren besitzen jedoch nach wie vor die Nachteile, da/3 sie bei der Herstellung der 
Interferonpraparation einen zusatzlichen Arbeitsschritt erfordern, da/3 die Stabititat weiterhin nicht befriedi- 
gend ist und da/3 viele der Zusatze medizinisch nicht zulassig sind, weil sie entweder bekannterma/Jen 

45 toxische Wirkungen besitzen oder weil ihre Toxikologie bislang ungeklart ist, so da/3 derartige Zusatze von 
vorneherein fur eine kiinische Verwendung ausscheiden; vgl. EP-A 270 799, EP-A 89 245, EP-A 217 645, 
EP-A 215 658, WO 89/05158, WO 89/02750, EP-A 82 481, EP-A 80 879, US-PS 44 83 849 und WO 
90/03784. 

Die Anmelderin hat nun uberraschend gefunden, da/3 mit einem IFN-beta, dessen Herstellung im 
so folgenden beschrieben wird, nicht nur eine unerwartet verbesserte Antitumorwirkung erzielbar ist, sondern 
auch stabilere flussige oder feste (lyophilisierte) Zubereitungen als die im Stand der Technik bekannten, 
hergestellt werden konnen. 

Er1indungsgemaj3 werden daher ein neues rekombinantes IFN-beta, Verfahren zu dessen Herstellung 
sowie stabile pharmazeutische Zubereitungen von IFN-beta in flussiger oder lyophilisierter bzw. fester Form 
55 zur Verfugung gestellt, die hochreines rekombinantes IFN-beta in hohen Dosen ohne irgendwelche pharma- 
kologisch nachteiligen Zusatze enthalten. Das erfindungsgemafie IFN-beta besitzt eine hohere Antitumorwir- 
kung, insbesondere beim Kaposi-Sarkom, als die bislang getesteten IFN-beta-Praparationen von natOrli- 
chem oder rekombinantem IFN-beta. 
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Erfindungsgemafl wird das neue IFN-beta mittels der rekombinanten DNA-Technik in Saugerzellkulturen 
produziert und durch ein Verfahren, das aus einer Kombination von Phasenverteilung-, AffinitSts-, 
Metallchelat- und Size-Exclusion-Chromatographie besteht, hergestellt. Die einzelnen Schritte konnen auch 
in einer anderen Reihenfolge, wie z. B. Phasensystem-, Metallchelat-, Affinitats- und Size-Exclusion- 
5 Chromatographie, ausgefuhrt werden oder in jeder beliebigen Reihenfolge wiederhott werden, wobei die 
Phasenverteilung als erster Schritt obligatorisch ist. 

Das durch das erfindungsgema/Je Verfahren hergestellte rekombinante humane IFN-beta ist somit 
gekennzeichnet durch: 

(a) ein bestirnmtes Glykosylierungsmuster; 
w (b) eine hohe Volumenaktivitat von > 40 x 10 s lU/ml; 

(c) hohe Eigenstabilitat; 

(d) hohere klinische Wirksamkeit, insbesondere eine hohere Antitumorwirkung. 

Zur Herstellung des erfindungsgemafleri IFN-beta werden bevorzugt transfizierte Zellen der CHO-Linie 
(Chinese hamster ovary) mit der Laborbezeichnung BIC 8622 (Konstruktion der animalen Zellinie, vgl. 
rs Europaische Patentanmeldung Nr. 0 287 075), in ublichem Zellkulturmedium (Modified Eagles Medium 
(MEM) mit Earles Salzen), supplementiert mit 0 bis 5 % fotalem Kalberserum (FCS), in stationSrer Kuitur 
zur Konfluenz gebracht. Die Zellen sezernieren konstitutiv zwischen 1 x 10 8 und 2 x 10 9 Internationale 
Einheiten (IU) pro Tag und pro Liter Kulturuberstand. 

Erfindungsgema/3 wird das IFN-beta weiter uber flussig/flussig Phasenextraktion angereichert, wobei 
20 wa/Jrige Zweiphasensysteme auf der Basis Polyalkylenglykol/Dextran Oder Polyalkylenglykol/Salz zum 
Einsatz kommen. 

Bei den Polyalkylenglykolen konnen Polyethylenglykole und/oder Polypropylenglykole eingesetzt wer- 
den. Als Polyethylenglykole konnen Polyethylenglykole mit einem MW von 1.000 bis 6.000, bevorzugt 
1.200 bis 3.000, am meisten bevorzugt 1.500 bis 2.000 verwendet werden. Die Konzentration liegt im 

25 Bereich von 1 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 2 bis 15 Gew.-%, am meisten bevorzugt 3 bis 9 Gew,-%. Als 
Polypropylenglykole konnen Polypropylenglykole mit einem MW von 1.500 bis 4.000 verwendet werden. 
Die verwendeten Konzentrationen entsprechen denen fur die Polyethylenglykole. Als Dextran konnen 
Dextrane mit einem Molekulargewicht von 15.000 bis 5.000.000, bevorzugt 100.000 bis 1.000.000, am 
meisten bevorzugt 350.000 bis 550.000 verwendet werden. Die Konzentration liegt im Bereich von 1 bis 10 

30 Gew.-%, bevorzugt 2 bis 6 Gew.-% und am meisten bevorzugt im Bereich von 4 bis 6 Gew.-%. 

Als Salze konnen NaCI, LiCI, NaJ, KJ, Na 2 S04, Na 2 HP0 4 , KsHPO*, KaSO*. NaH 2 PCU KCI, NH4CI, 
(NHO2SO4, Na-Citrat und Na-Oxalat allein oder in Mischung verwendet werden. Die Konzentration des 
Salzes liegt im Bereich von 2 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 3 bis 20 Gew.-% und am meisten bevorzugt im 
Bereich von 4 bis 16 Gew.-%. 

35 Das IFN-beta enthaltende Zellkulturmedium wird zusammen mit den Bestandteilen der beschriebenen 
wajSrigen Phasensysteme intensiv fur 5 bis 24 h, bevorzugt 8 bis 16 h, am meisten bevorzugt 10 bis 12 h 
bei 4 bis 25 °C, bevorzugt 10 bis 20 °C, am meisten bevorzugt 13 bis 18 °C geruhrt und nach der 
Entmischung und Abtrennung in der Polyalkylenglykol-haltigen Oberphase angereichert. 
Die Trennung der waflrigen Phasen geschieht durch Gravitation oder durch Separation. 

40 Die Polyalkylenglykol-haltige Oberphase enthalt rekombinantes IFN-beta in einer Konzentration von 1 x 
10 8 bis 1 x 10 10 lU/Liter. Die spezifische Aktivitat betragt 5 x 10 5 bis 3 x 10 7 lU/mg Protein. Die Ausbeuten 
liegen nahezu bei 100 %. 

Fur die sich anschlieflende Affinitatschromatographie wird Blau-Dextran-Sepharose R , oder andere 
geeignete mit Cibacron R Blau immobilisierte Matrices wie Matrex Gel Blue A von Amicon oder Fraktogel 
45 TSK AF-Biue von Merck oder Blue-Sepharose R 6FF von Pharmacia, verwendet. 

Die aus dem Phasensystem stammende Oberphase wird mit NaCI auf eine Konzentration zwischen 0,5 
und 1 ,0 mol/l gebracht und mit einer Flu/Jrate von 1 bis 5 cm/min auf die Affinitatssaule aufgetragen. Nach 
Waschung mit PBS, pH 7, oder PBS, enthaltend 1 bis 30 Gew.-% Ethylenglykol und/oder 1 bis 15 % 
Propylenglykol, wird anschiie/3end mit PBS, enthaltend 10 bis 70 Gew.-% Ethylenglykol und/oder 20 bis 50 
50 Gew.-% Propylenglykol, eluiert. 

Nach diesem Schritt weist das rekombinante IFN-beta eine Konzentration von 6 x 10 6 bis 9 x 10 7 lU/ml 
Eluat und eine spezifische Aktivitat von 50 x 10 G bis 140 x 10 G lU/mg Protein auf. Die Ausbeuten liegen 
zwischen 70 und 90 %. 

Fur die Metallchelatchromatographie sind verschiedene Matrices mit chemisch identischen oder unter- 
55 schiedlichen Liganden geeignet. Die zur koordinativen Bindung von rekombinantem IFN-beta geeigneten 
Metallionen konnen Cu 2+ , Zn 2+ , Co 2 * oder Ni 2+ lonen sein. Die Desorption kann mittels kompetetiver 
Substanzen wie Imidazol, Histidin, Glycin oder NhUCI, Chelatbildner wie EDTA, IDA (Iminodiessigsaure), 
TED (Tris-Carboxymethylethylendiamin) oder durch Erniedrigung des pH-Wertes auf pH 2 bis pH 4 



3 



EP 0 529 300 A1 



erfolgen. 

Geeignete Trennmedien sind Immobilized Iminodiacetic Acid gekoppelt an Agarose Oder an Fraktogel 
TSK HW-65F der Firma Pierce Oder Chelating Sepharose R FF der Firma Pharmacia Oder Celiufine Chelate 
der Firma Amicon. 

5 Das Chromatographiemedium wird dazu in eine geeignete Chromatographiesaule gefullt und mit dem 
entsprechenden Metallkation beladen, indem man eine Losung dieses Metallions uber die Saule pumpt. 
Nach Aqullibrieren mit einem geeigneten Puffer, z. B. PBS, enthaltend 0,1 bis 1,0 mol/l NaCI, wird das Eluat 
der Affinitatschromatographie mit einer Flufirate von 0,75 bis 1,5 cm/min aufgetragen. Die Saule wird 
anschlie/Jend mit einem Gradienten von 0 bis 100 mmol/l Imidazol in PBS eluiert. Alternativ kann auch ein 

10 pH-Gradient von pH 7 bis pH 2, hergestellt durch Mischen der Puffer A (PBS; pH 7) und Puffer B (0,2 mol/l 
Glycin/HCi; pH 2), zur Elution verwendet werden. Die isokratische Elution mit PBS/Glycin/HCI-Puffern mit 
sinkenden pH-Werten ist ebenfails moglich. 

Nach diesem Reinigungsschritt weist das rekombinante IFN-beta eine Konzentration von 50 x 10 5 bis 
300 x 10 s lU/ml Eluat und eine spezifische Aktivitat von 150 x 10 6 lU/mg bis 220 x 10 6 Protein auf. Die 

75 Ausbeuten liegen zwischen 60 und 90 %. 

Fur die Size-Exclusions-Chromatographie sind verschiedene Trennmedien geeignet, die einen Fraktio- 
nierbereich zwischen etwa 1.000 und etwa 600.000 Dalton aufweisen. Beispielsweise konnen Sephadex R 
G150, G150 superfine, Sephacryl R S-200 High Resolution, Superose R 12 prep grade der Firma Pharmacia 
oder TSK-SW 3000 der Firma Toyo Soda verwendet werden. 

20 Das Chromatographiemedium wird dazu in eine geeignete Chromatographiesaule gefUllt und nach 
Absetzen mit einem geeigneten Puffer aquilibriert. Als Puffer kommen PBS mit 0 bis 0,5 mol/l NaCI zum 
Einsatz. Das Eluat der Metallchromatographie wird mit einer Fliefigeschwindigkeit von 0,5 bis 0,8 cm/min 
aufgetragen. Die Chromatographie erfolgt mit Lauf puffer PBS, enthaltend 0 bis 0,5 mol/l NaCI. 

Nach diesem Reinigungsschritt weist das rekombinante IFN-beta eine Konzentration von 15 x 10 6 bis 

25 50 x 10 6 lU/ml Eluat und eine spezifische Aktivitat von 200 x 10 G bis 300 x 10 6 lU/mg Protein auf. Die 
Ausbeuten liegen zwischen 60 und 80 %. 

Das erhaltene Material kann anschliefiend direkt weiterverarbeitet werden oder bei - 20 *C gelagert 
werden. 

Alle Reinigungsschritte werden bei einer Temperatur von 4 bis 15 °C durchgefUhrt. 

30 Die Anmelderin hat gefunden, dafi das wie vorstehend beschrieben hergestellte IFN-beta einen hohen 
Anteil an verzweigten Kohlenhydratketten, biantennar, triantennar, triantennar mit mindestens einem Repeat 
und tetraantennar sowie einen hohen Gehalt an Sialinsaure und Fucose aufweisen mufl, urn zur Losung des 
gegebenen Problems geeignet zu sein. 

Es wurde gefunden, dafi das erfindungsgemafie rekombinante IFN-beta einen Anteil an biantenna'ren 

35 Oligosaccharid-Strukturen von mindestens 60 %, bevorzugt 70 % und am meisten bevorzugt 75 % 
ausweist. Ein weiterer wesentlicher Bestandteil des erfindungsgemafien rekombinanten IFN-beta ist ein 
Anteil an triantennaren Strukturen, gegebenenfalls mit mindestens einem Repeat, die 1->4 und 1->6 
verkniipft sind, wobei der Anteil an triantennaren Strukturen mindestens 15 %, bevorzugt 20 % und am 
meisten bevorzugt 25 % betragt Das erfindungsgemafie rekombinante IFN-beta enthalt weiterhin einen 

40 Anteil von 0 bis 5 % an tetraantennaren Oligosaccharid-Strukturen. 

Das erfindungsgemafie rekombinante IFN-beta weist in seinem gesamten Oligosaccharidanteil einen 
Sialinsauregehalt von mindestens 80 %, bevorzugt 85 % und am meisten bevorzugt von > 90 % auf. Der 
Sialinsaureanteil setzt sich dabei aus 90 bis 100 % N-AcetylneuraminsSure und 0 bis 10 % N-Glykolylneu- 
raminsaure zusammen. 

45 Das erfindungsgemafie rekombinante IFN-beta enthalt daruberhinaus Fucose. Obwohl der Fucosegehalt 
fur die Stabilitat offensichtlich nicht wesentlich ist, betragt der Anteil 85 %, bevorzugt 90 % und am meisten 
bevorzugt > 95 %. 

Neben den hier verwendeten CHO-Zeilen konnen auch andere eukaryotische Zellen, wie z. B. BHK- 

und LTK-Zellen, zur Produktion des IFN-beta verwendet werden. Voraussetzung ist lediglich, dafi die 
50 eukaryotischen Zellen zur Expression des rekombinanten IFN-beta mit einem wie vorstehend beschriebenen 

Glykosylierungsmuster in der Lage sind. 

Verfahren zur Produktion von rekombinantem IFN-beta in CHO-Zellen werden in der EP-A 287 075 

sowie in Arzneim. Forsch./Drug. Res. 37 (I), Nr. 4, 482 (1987), Molecular and Cellular Biology, Jan. 1984, 

Seite 166 und DNA, Vol. 3, Nr. 4, Seite 297 (1984) beschrieben. 
55 Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zubereitungen, die rekombinantes IFN-beta mit den 

vorstehend beschriebenen Merkmalen in Verbindung mit bekannten und ublichen TrSger- und Hilfsstoffen 

enthalten. 
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Zu den erfindunsgema/ien Zubereitungen sind auch high dosage-Zubereitungen zu zShlen, d. h. 
Zubereitungen die pro Zubereitung zwischen etwa 18 x 10 6 und etwa 50 x 10 6 IU, bevorzugt etwa 20 x 10 5 
bis etwa 40 x 10 & IU und besonders bevorzugt etwa 25 x 10 6 bis 30 x 10 6 IU IFN-beta enthalten. 

Als Tragerstoff kann z. B. ein Puffer auf waflriger Basis verwendet werden, wobei der ph-Wert des 
5 Losungsmittels im physiologisch akzeptablen, bevorzugt im neutralen Bereich, d. h. in einem Bereich von 
etwa 4 bis etwa 8 liegt. 

Es ist nicht erforderlich, pH-Werte < 4 oder > 8 zu verwenden, urn den Wirkstoff zu losen. Ebenfails 
kann auf den Zusatz von losungsvermittelnden Substanzen, wie SDS oder anderen Detergentien, verzichtet 
werden. 

10 Es werden lediglich Fullstoffe, bevorzugt ein Serumprotein, wie HSA (humanes Serumalbumin) oder 
andere bekannte Fullstoffe, wie PVP, verwendet. 

Die erfindungsgema/ie pharmazeutischen Zubereitungen konnen zur Behandlung von Tumoren, Viruser- 
krankungen, Immunopathien oder Entzundungen einschlie/ilich rheumatischer Erkrankungen, Allergien, 
Psoriasis, Morbus Crohn und degenerativen Erkrankungen des Nervensystems, z. B. Multiple Sklerose, 

75 verwendet werden. 

Die erforderliche Menge des zu verwendenden rekombinanten IFN-beta (im folgenden als der aktive 
Bestandteil bezeichnet) im Arzneimittel fur die gewunschte therapeutische Wirkung hangt von der jeweiligen 
Verabreichungsart und von dem zu behandelnden Subjekt, sowie der jeweiligen Krankheit ab. Eine 
geeignete Dosis des aktiven Bestandteils zur Verabreichung am Menschen liegt zwischen etwa 0,1 x 10 6 
20 und 100 x 10 6 I. E.. Die am meisten bevorzugte Dosis betragt bei lokaler Therapie etwa 0,1 x 10 6 bis etwa 
6 x 10 6 I. E., bei systematischer Therapie etwa 1 x 10 6 bis 30 x 10 e I. E. pro Tag, gegebenenfalls mehrmals 
pro Tag. 

Obwohl es grundsatzlich mdglich ist, den aktiven Bestandteil alleine zu verabreichen, ist es vorzuzie- 
hen, dafl der aktive Bestandteil in Form einer pharmazeutischen Formuiierung, die den aktiven Bestandteil 

25 in einem dafUr pharmazeutisch annehmbaren Tragerstoff enthalt, verabreicht wird. Ublicherweise betragt 
der aktive Bestandteil in einer derartigen Formuiierung 1 x 10 6 bis 50 x 10 6 I. E./ml Wirkstofflosung. Fur die 
topische Verabreichung betragt der aktive Bestandteil etwa 0,1 x 10 & bis 10 x 10 6 I. E./g Zubereitung. 

Die erfindungsgemaflen pharmazeutischen Zubereitungen enthalten den aktiven Bestandteil in Verbin- 
dung mit einem dafur pharmazeutisch annehmbaren Tragerstoff und gegebenenfalls weiteren therapeutisch 

30 aktiven Bestandteilen. Der Tragerstoff mu/J annehmbar in dem Sinne sein, da/3 er mit den anderen 
Bestandteilen der Formuiierung kompatibel ist und keine nachteilige Wirkung auf den Empfanger der 
Formuiierung besitzt 

Die Formulierungen liegen geeigneterweise in Form einer ophthalmologischen, subkutanen, intrakuta- 
nen, intramuskularen, intravenosen, intratekalen, intraartikularen, intratumoralen/peritumoralen, 

35 intralesionalen/perilesionalen oder topischen Verabreichungsform vor. 

Die erfindungsgematfen Formulierungen konnen durch jedes der auf dem Gebiet der pharmazeutischen 
Technologie bekannten Verfahren hergesteilt werden. Im wesentlichen enthalten alie Verfahren den Schritt 
des Zusammenbringens des aktiven Bestandteils mit dem Tragerstoff, gegebenenfalls mit einem oder 
mehreren zusatzlichen Bestandteil. Im allgemeinen werden die Formulierungen durch gleichmafliges und 

40 inniges Vermischen des aktiven Bestandteiis mit einem flussigen Trager oder einem feinverteilten festen 
Trager oder beiden und anschlieflend, falls erforderlich, Formen des Produktes in die gewunschte Zuberei- 
tungsform, hergesteilt. 

Die erfindungsgemafien Formulierungen konnen in Form von diskreten Einheiten vorliegen, wobei jede 
Form eine bestimmte Menge des aktiven Bestandteils enthalt. Sie konnen ebenfalis in Form eines Pulvers 
45 oder in Form eines Granulats oder in Form einer Losung oder in Form einer Suspension in einer wa/Srigen 
oder nichtwafirigen Flussigkeit oder in Form einer Ql-in-Wasser-Emulsion oder Wasser-in-6l-Emulsion 
vorliegen. Der aktive Bestandteil kann ebenfails in Form eines Bolus, eines Elektuariums oder einer Paste 
vorliegen. 

Wenn die erfindungsgemaflen Formulierungen fur die parenterale Verabreichung vorgesehen sind, 
50 enthalten sie ublicherweise eine sterile waflrige Zubereitung des aktiven Bestandteils, die vorzugsweise mit 
dem Biut des Empfangers isotonisch ist. Die erfindungsgemajSen Formulierungen fur die parenterale 
Verabreichung konnen auch in Form eines Pulvers in einem sterilen Flaschchen, z. B. als Lyophilisat, 
vorliegen, wobei der aktive Bestandteil unmittelbar vor Gebrauch durch Losen mit Aqua inj. fUr die 
Verabreichung zubereitet wird. 
55 Erfindungsgemafle Zubereitungen, die fur die intraartikulare Verabreichung geeignet sind, konnen in 
Form einer sterilen wafirigen Zubereitung des aktiven Bestandteils vorliegen, wobei der aktive Bestandteil 
gegebenenfalls in mikrokristalliner Form vorliegt, z. B. in Form einer waflrigen mikrokristallinen Suspension. 
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Die erfindungsgemaflen Formulierungen konnen ebenfalls in Form einer liposomalen Zubereitung Oder 
in Form eines bioabbaubaren Polymersystems zur Verabreichung des aktiven Bestandteils vorliegen. 

FOr die topische Verabreichung geeignete erfindungsgemafle Formulierungen enthalten fliissige oder 
halbflussige Zubereitungen, wie z. B. Einreibemittel, Lotionen, Verbande, Ol-in-Wasser- oder Wasser-in-OI- 
Emulsionen, wie z. B. Cremes, Salben oder Pasten, oder Ldsungen oder Suspensionen, wie z. B. Tropfen. 
Zum Beispiel kann der aktive Bestandteil fur die ophthalmologische Verabreichung in Form von wS/Jrigen 
Augentropen, beispielsweise in Form einer 0,1 bis 1 ,0 %igen Losung, vorliegen. 

Zusatziich zu den vorhin genannten Bestandteilen konnen die erfindungsgema/ien Formulierungen 
einen oder mehrere weitere ubliche und bekannte Komponenten, wie z. B. Verdunnungsmittel, Puffersub- 
stanzen, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Verdickungsmittel, Gieitmittel, Konservierungsmittel, Antioxid- 
antien, Emulgatoren und dergleichen enthalten. 

Das hier verwendete IFN-beta wurde mit dem in der EP-A 287 075 beschriebenen Verfahren produziert, 
auf die hier ausdrCicklich Bezug genommen wird. 

Das erfindungsgematfe Verfahren zur Herstellung des reinen rekombinanten IFN-beta liefert sehr 
reproduzierbar IFN-beta mit einer Kohlenhydratzusammensetzung, die die vorgenannten Merkmale erfullt. 
Die Schwankungsbreite ist sehr gering. Das Verfahren fuhrt ebenfalls zu einem hochreinen IFN-beta, das 
aufgrund seiner hohen Volumenaktivitat von 12 bis 50 x 10 5 lU/ml im Endprodukt die Voraussetzungen fur 
eine high dosage-Formulierung erfullt. 

Dieses hochkonzentrierte rekombinante IFN-beta zeigt im Gegensatz zu IFN-beta geringerer Reinheit 
und niedrigerer Volumenaktivitat eine signifikant erhohte Eigenstabilitat. Diese hohe Stabilitat wird ohne 
Zusatze und Stabilisatoren, wie sie nach dem Stand der Technik erforderlich sind, in gepufferter physiologi- 
scher Salzlosung bei neutralem pH-Wert erreicht. 

Das in den erfindungsgema/Jen Zubereitungen verwendete rekombinante IFN-beta besitzt eine spezifi- 
sche Aktivitat von mindestens 2 x 10 8 lU/mg. Die Reinheit des verwendeten IFN-beta betragt mindestens > 
98 %, bevorzugt > 99 %. 

Die spezifische Aktivitat wird dadurch bestimmt, da/3 man die antivirale Aktivitat mit einem NIH- 
Referenzstandard vergleicht. Die Proteinkonzentration wird mit der Standardmethode nach Lowry bestimmt. 
Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung, ohne diese jedoch darauf zu beschran- 

ken. 

Beispiel 1 

Herstellung des rekombinanten IFN-beta 

Zum Aufbau einer Zellkulturpyramide mit CHO BIC 8622 Zellen werden die Zellen, ausgehend von 
einer Ampulle, schrittweise in gro/tere Produktionsgefafie uberfuhrt und bis zu einem fur die rekombinante 
IFN-beta Produktion geeigneten Maflstab vermehrt. Fur den Aufbau der Produktionspyramide werden Roux- 
Flaschen, Doppelwannen, Wannenstapel und Batteriewannenstapel verwendet. Die Erntephase erfolgt im 
Batteriewannenstapel. Das Medium besteht aus MEM alpha minus, L-Glutamin (2 mM) und Gentamycin (50 
ug/l). Urn ho here Ausbeuten zu erzielen, kann 1 % bis 5 % fo tales Kalberserum zugesetzt werden. Das 
rekombinate IFN-beta wird in das Wachstumgsmedium sezerniert. Die Ernte, 80 I konditioniertes Medium 
mit 1 x 10 5 bis 1 x 10 6 IU/I rekombinatem IFN-beta, erfolgt alle 24 Stunden. 

Das rekombinante IFN-beta weist in dieser Stufe eine spezifische Aktivitat von 1,0 x 10 6 lU/mg Protein 

auf. 

Zur Phasenverteilung werden 80 I konditioniertes Medium mit 80 I einer Mischung, enthaltend 60 I 
bidest. Wasser, 8.000 g NahfePO* x 2 H 2 0, 30.000 g K2HPO4, 13.000 g NaCI, 9.000 g Polyethylenglykol 
PEG 2000, in einem Edelstahlkessel gemischt, wobei die Mischungstemperatur 15 °C betragt. Nach einer 
Trennzeit von 12 Stunden wird die Unterphase entfernt und die Oberphase, ca. 20 I, fur die weitere 
Reinigung erhalten. Die Ausbeute an rekombinantem IFN-beta betragt nahezu 100 %. 

Das rekombinante IFN-beta weist in dieser Stufe eine spezifische Aktivitat von 3 x 10 5 IU/mg Protein 

auf. 

Die darauffolgenden chromatographischen Reinigungsstufen konnen aufgrund der hohen Eigenstabilitat 
des rekombinanten IFN-beta bei 15 * C durchgefuhrt werden. 

Das chromatographische Reinigungsverfahren beginnt mit der Affinitatschromatographiean Blue Sepha- 
rose FF (Pharmacia). Dazu werden 0,5 I Blue Sepharose FF in eine Chromatographiesaure mit einem 
Durchmesser von 10 cm gepackt und mit 1,5 I PBS Squilibriert. Die Geibetthohe betrSgt ca. 6 cm. Die 
Oberphase, 20 I, wird mit PBS, enthaltend 1 mol/l NaCI, 1 : 1 verdUnnt und mit einer Fluflrate von 3 cm/min 
uber die Saule gepumpt. IFN-beta bindet unter diesen Bedingungen zu 95 %. 
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Es erfoigt eine Waschung mit 2,0 I PBS, enthaltend 1 mol/l NaCI. Anschlieflend erfoigt die Elution mit 
einem Gradienten aus 1,0 I PBS und 1,0 t PBS, enthaltend 30 % w/w Propylengiykol und 10 % w/w 
Ethylenglykol. Die Fluflraten fOr Waschung und Elution betragen 4 cm/min. In der Waschung werden ca. 10 
bis 15 % der Interferonaktivitat, in der Elution ca. 80 % der Interferonaktivitat erhalten. Das rekombinante 
5 IFN-beta weist in dieser Stufe eine spezifische Aktivitat von 130 x 10 G lU/mg Protein auf. Daran schliejSt sich 
die Metallchelatchromatographie an. 

Dazu werden 0,25 I Chelating Sepharose (Pharmacia) in eine Chromatographiesaule mit einem Durch- 
messer von 8 cm gepackt. Die Gelbetthohe betragt ca. 4 cm. Die Saule wird mit 1,0 I, 20 mmol/l ZnCb- 
Losung beladen und anschlie/3end mit 3,0 I aqua bidest. gewaschen und mit 3,0 I PBS, enthaltend 1 mol/l 
w NaCI aquilibriert. Die Fluflrate betragt jeweils 1,5 cm/min. 

Das Eluat der Affinitatschromatographie wird mit PBS 1 : 2 verdunnt und mit einer Fluflrate von 1,5 
cm/min uber die Saule gepumpt. IFN-beta bindet unter diesen Bedingungen zu ca. 100 %. Es folgt eine 
Waschung mit 1 ,0 I PBS, enthaltend 1 mol/l NaCI und anschlie/Jend erfoigt die Elution mit einem Gradienten 
aus 0,5 I PBS, enthaltend 1 mol/l NaCI und 0,5 I PBS, enthaltend 1 mol/l NaCI und 0,1 mol/l Imidazol. In der 
15 Waschung werden ca. 15 bis 20 % der Interferonaktivitat, in der Elution ca. 70 % der Interferonaktivitat 
erhalten. Das rekombinante IFN-beta weist in dieser Stufe eine spezifische Aktivitat von 195 x 10 6 lU/mg 
Protein auf. 

Darauf folgt die Size-Exclusion-Chromatographie. Dazu werden 3,0 I Sephacryl R S-200 (Pharmacia) in 
eine Chromatographiesaule mit einem Durchmesser von 6 cm gepackt. Die Gelbetthohe betragt ca. 90 cm. 

20 Die Saule wird mit 6,0 I PBS, enthaltend 0,1 mol/l NaCI, aquilibriert. Die Fluj3rate betragt 0,5 cm/min. Der 
Auftrag auf die SEC-Saule betragt ca. 0,2 I des Eluats der Metallchelatsaule. Die Fluflrate betragt 0,8 
cm/min. Die Chromatographie erfoigt mit 3,0 I PBS, enthaltend 0,1 mol/l NaCI, mit einer Flu/irate von 0,9 
cm/min. In der Elution werden ca. 70 % der Interferonaktivitat erhalten. Das rekombinante IFN-beta weist 
eine spezifische Aktivitat von 220 x 10 6 lU/mg und eine Proteinreinheit, bestimmt durch SDS-PAGE 

25 Elektrophorese und Silver staining, von > 99 % auf. 

Das Eluat der Size-Exclusion-Chromatographie wird auf Identitat (Primarsequenz, Kohlenhydratstruktu- 
ren) und Wirksamkeit (Biologischer Assay, ELISA) getestet und anschlie/iend formuliert. 

Belspiel 2 

30 

Formulierung des rekombinanten IFN-beta 

Zur Formulierung wird das Eluat der Size-Exclusion-Chromatographie, ca. 0,8 I mit einer Interferonaktivi- 
tat von 40 x 10 5 lU/ml und einem Proteingehalt von 0,18 mg/ml, mit PBS auf die gewUnschte Volumenakti- 
35 vitat von z. B. 30 x 10 6 lU/ml verdUnnt und mit 10 mg/ml humanen Serumalbumin als FOllstoff versetzt 
Diese Losung wird durch ein 0,22 urn Filter steril filtriert. Von dieser Formulierung werden 1 ml Aliquots in 
DIN R2 Flaschen abgefullt und bei - 50 • C tiefgefroren und anschlieflend lyophilisiert. Die verschlossenen 
gefriergetrockneten Flaschchen werden bei 1 5 * C gelagert. 

40 Beispiel 3 

Beispiel 3 zeigt die Stability von Zubereitungen mit rekombinantem IFN-beta aus CHO-Zellen mit einer 
Reinheit von > 99 % in flussiger Formulierung in unterschiedlicher Zusammensetzung ohne stabilisierende 
Zusatze. 

45 Gelostes rekombinantes IFN-beta mit 10 8 lU/ml und einem Proteingehalt von 0,4 mg/ml wird gegen die 

beschriebenen Formullerungspuffer dialysiert und anschlieCend mit dem entsprechenden Puffer auf die 

geforderte Volumenaktivitat verdunnt. 

Die Losung wird dann durch ein 0,22 urn Filter steril filtriert. Anschlie/3end wird von dieser Formulierung 

je 1 ml in sterilisierte Glasflaschen DIN 3 R (3 mi Volumen) abgefullt und mit einem Stopfen verschlossen. 
50 Von jeder Formulierung werden eine geeignete Anzahl von Flaschchen hergestellt, so da/3 fur jede 

Stabilitatsprufung eine neue Flasche zur Verfugung steht. 



55 



7 



EP 0 529 300 A1 



Tabelle 1 



w 



Formulierung I: 



Formulierung II: 



0,2 M NaCl 

0,05 M Imidazolpuffer pH = 7,5 

70 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 

0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
30 x 10* IU/ml rekombinantes IFN-beta 



Formulierung III: 



0,1 M NaCl 

0,05 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
30 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 



25 

Lagerzeit Lagertemperatur Formulierung 
Wochen °C I II III 

Ausbeute in % 

30 __ 



35 



1 
4 
50 



20 
20 
20 



40 



+ 15 
+ 15 



45 



+ 25 
+ 25 



100 

100 
100 



100 
100 
100 



100 
100 
100 



97 
93 



100 
97 



98 
99 



92 
90 



95 
95 



98 
97 



Tabelle 1 zeigt, dafl die hone Stabilitat der erfindungsgematfen Zubereitungen nicht von der Zusam- 
mensetzung des Puffers abhangt. 

50 

Beispiel 4 

Beispiel 4 zeigt die Stabilitat von Zubereitungen mit rekombinantem IFN-beta aus CHO-Zellen mit einer 
Reinheit von > 99 % in lyophillsierter Form unterschiedlicher Zusammensetzung mit humanem Serumalbu- 
55 min als Fullstoff. Es wurden keine stabilisierenden Zusatze verwendet 

Gelostes rekombinantes IFN-beta mit einer Aktivitat von 1,5 x 10 8 IU/ml und einem Proteingehalt von 
0,6 mg/ml wird gegen die angegebenen Formulierungspuffer ohne HSA diaiysiert und anschlie/iend mit dem 
entsprechenden Puffer mit HSA auf die geforderte Volumenaktivitat verdunnt. 
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Die Ldsung wird dann durch ein 0,22 urn Filter sterilfiltriert. AnschlieSend wird von jeder Formulierung 
je 1 ml in sterilisierte Glasflaschen DIN 3 R (3 ml Volumen) abgefuilt und lyophilisiert. 

Von jeder Formulierung werden eine geeignete Anzahl von Flaschchen hergestellt, so da/3 fUr jede 
Stabilitatsprufung eine neue Flasche zur Verfugung steht. Nach Beendigung des Belastungsexperiments 
wird der Inhalt einer Flasche in 1 ml Aqua inj. gelost und der verbleibende Wirkstoffgehalt mittels Bioassay 
bestimmt. 



Tabelle 2 



Formulierung A: 0,2 M NaCl 

0,05 M Imidazolpuffer pH = 7,5 

7 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 

18 mg/ml humanes Serumalbumin 



Formulierung B: 0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
3 x 10* m/ml rekombinantes IFN-beta 
9 mg/ml humanes Serumalbumin 



Formulierung C: 0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
6 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 
18 mg/ml humanes Serumalbumin 

Formulierung D: 0,1 M NaCl 

0,05 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
30 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 
30 mg/ml humanes Serumalbumin 
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Lagerzeit Lager- Formulierung 
Wochen temperatur A B 

'C Ausbeute in % 



1 
4 
36 



20 
20 
20 



100 
100 
100 



100 
100 
100 



100 
100 
100 



100 
100 
100 



15 



1 

30 



+ 15 
+ 15 



97 
93 



100 
95 



95 
96 



100 
97 



20 



1 

30 



+ 25 
+ 25 



92 
90 



95 
93 



96 
96 



100 
93 



25 



1 

10 

25 



+ 37 
+ 37 
+ 37 



100 
90 
85 



100 
90 
80 



98 
92 
89 



100 
90 
85 



30 



1 
5 
10 



+ 51 
+ 51 
+ 51 



100 
95 
90 



100 
96 
90 



98 
90 
88 



95 
93 
88 



35 Die Ergebnisse der Tabelle 2 zeigen, dafl die erfindungsgema/ten Formulierungen mit rekombinantem 
IFN-beta eine stabile Endformullerung in physiologischem Puffer bei neutraiem pH-Wert ohne weitere 
Zusatze zur Stabilisierung ermoglichen. Das als Zusatz verwendete Serumalbumin dient ais Fullstoff fur das 
lyophilisierte Protein, da der Proteingehalt des reinen IFN-beta nur 10 bis 200 ug betragt. 

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dafl die Formulierungen auch in lyophillsierter Form sehr stabil sind. 

40 Der Vorteil dieser stabilen Formulierung des Wirkstoffes liegt in der langen Haltbarkeit. Ein weiterer Vorteil 
ist in der Lagertemperatur bei + 4 bis + 25 "C zu sehen, da eine Kuhlkette, wie normalerweise fur 
Interferonzubereitungen erforderlich, entf5llt, 

Belsplel 5 

45 

Dieses Beispiel zeigt die Stabilitat von Zubereitungen mit rekombinantem IFN-beta aus CHO-Zellen mit 
einer Reinheit von > 99 % in lyophilisierter Form unterschiedlicher Zusammensetzung und mit humanem 
Serumalbumin als FGIIstoff nach Rekonstitution in 1 ml Aqua inj.. 

Gelbstes rekombinantes IFN-beta mit einer Aktivitat von 1,5 x 10 8 lU/ml und einem Proteingehalt von 
so 0,6 mg/ml wird gegen die angegebenen Formulierungspuffer ohne HSA diaiysiert und anschlie/tend mit dem 
entsprechenden Puffer mit HSA auf die geforderte Volumenaktivitat verdunnt. 

Die Losung wird dann durch ein 0,22 urn Filter sterilfiltriert. Anschlie/tend wird von jeder Formulierung 
je 1 ml in sterilisierte Glasflaschen DIN 3 R (3 ml Volumen) abgefullt, mit einem Stopfen versehen und 
lyophillsiert. 

55 Von jeder Formulierung werden eine geeignete Anzahl von Flaschchen hergestellt, so dafl fur jede 
Stabilitatsprufung eine neue Flasche zur Verfugung steht. Nach einer Lagerzeit von 4 Wochen bei + 4 • C 
wird das Lyophilisat in 1 ml Aqua inj. gelost. Diese Losung wird dann fUr die Stabilitatsuntersuchungen 
verwendet. 
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Tabelle 3 

Formulierung A: 0,2 M NaCl 

0,05 M Imidazolpuffer pH = 7,5 

7 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 

18 mg/ml humanes Serumalbumin 



Formulierung B: 0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
3 x 10* IU/ml rekombinantes IFN-beta 
9 mg/ml humanes Serumalbumin 

Formulierung C: 0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
6 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 
18 mg/ml humanes Serumalbumin 



Formulierung D: 0,1 M NaCl 

0,06 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
30 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 
30 mg/ml humanes Serumalbumin 



Lagerzeit Lager- Formulierung 
Wochen temperatur A B 

° C Ausbeute in % 



1 

30 



+ 15 
+ 15 



97 
93 



100 
95 



95 
96 



95 
97 



1 

14 



+ 25 
+ 25 



92 
90 



96 
93 



96 
96 



95 
93 



1 

15 
30 



+ 37 
+ 37 
+ 37 



100 
90 
85 



100 
90 
80 



98 
92 
89 



98 
90 
85 



+ 51 



90 



95 



95 



85 
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Die hohe Stabilitat der erfindungsgemajSen Zubereitungen wird, wie die Tabelle 3 zeigt, nicht von der 
Zusammensetzung des Puffers beeinflu/3t. Dies zeigt, dafl die erfindungsgemaflen Zubereitungen nach 
Lyophilisation und Rekonstitution sehr stabil sind. Der Vorteil dieser stabilen Formulierung des Wirkstoffs 
zeigt sich vorteilhafterweise vor allem bei Infusionen uber einen langeren Zeitraum bei Raumtemperatur. 

Beispiel 6 

Dieses Beispiel zeigt die reduzierte Stabilitat von Zubereitungen mit rekombinantem IFN-beta aus CHO- 
Zelien mit einer Reinheit von > 99 % nach Behandlung mit Sialidase. Durch dieses Enzym werden definiert 
endstandige Sialinsauren enzymatisch abgespalten. 

1 mg rekombinantes IFN-beta mit einer Reinheit von > 99 % wird in 0,05 mol/l Natriumacetatpuffer, pH 
= 5,5, mit 0,02 mg Neuraminidase (Sialidase), Boehringer Mannheim, versetzt und bei 25 °C 2 bis 6 
Stunden inkubiert. Die freigesetzte Sialinsaure wird uber Anionenaustauschchromatographie bestimmt Bei 
einem verbleibenden Sialinsauregehalt von ca. 60 bis 70 % wird eine Ultrafiltration mit einer Ausschluflgren- 
ze von 30.000 D durchgefuhrt. Die Neuraminidase wird im Konzentrat erhalten, wahrend das rekombinante 
IFN-beta im Permeat voriiegt. Nach Dialyse gegen Formulierungspuffer II und III werden die Stabilitaten wie 
in Beispiel 1 beschrieben bestimmt 



Tabelle 4 

Formulierung II: 0 t 2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
70 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 

Formulierung III; 0,2 M NaCl 

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7,5 
30 x 10 6 IU/ml rekombinantes IFN-beta 



Lagerzeit Lagertemperatur Formulierung 



Wochen °C II m 

Ausbeute in % 



1+15 80 85 

30 + 15 35 42 

1 + 25 55 60 

14 + 25 10 15 



Beispiel 6 zeigt den Zusammenhang zwischen Sialisierungsgrad und Stabilitat von rekombinantem IFN- 
beta. 
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Der deutlich geringere Sialinsauregehalt von ca. 60 bis 70 % fuhrt zu einer erhohten Instability des 
IFN-beta. Mit der Reduzierung des Sialinsauregehaltes geht parallel eine Reduzierung der Loslichkeit einher 
und das IFN-beta neigt zu Trubungen und Prazipitationen. 



Beispiel 7 



In diesem Beispiel wurde die Zusammensetzung des Kohlenhydratanteils von IFN-beta, produziert in 
FS4-Zellen in Zelikultur, und dem erfindungsgemaflen rekombinantem IFN-beta, produziert in CHO-Zellkul- 
turen, untersucht. Soweit noch nicht angegeben, sind die Verfahren zur Bestimmung des Kohlenhydratan- 
teils in The Journal of Biological Chemistry, Voi. 262, Nr. 30, Oktober 25, 1987, Seite 25, beschrieben. Die 
PrimSrstrukturen des rekombinanten IFN-beta aus CHO-Zellen und des IFN-beta aus FS4-Zel!en sind 
identisch. 

Im Vergleich zum naturlichen IFN-beta aus Fibroblasten (FS4) zeigt das erfindungsgema/3e rekombinan- 
te IFN-beta aus CHO-Zellen einen deutlich erhohten Anteil im Bereich der triantennaren und hohersialisier- 
ten Strukturen. Der Sialisierungsgrad bei naturlichem IFN-beta liegt bei ca. 70 %, beim erfindungsgemafien 
rekombinantem IFN-beta deutlich Uber 85 %. 

Das wie vorstehend beschrieben hergestellte rekombinante IFN-beta ist uberraschend klinisch wesent- 
lich wirksamer als naturliches IFN-beta, wie die folgenden Beispiele zeigen. 



Beispiel 8 



Klinische Versuche 



Patient: 
Erkrankung: 

Therapie: 

Ergebnis: 
Therapie: 

Ergebnis: 
Therapie: 

Ergebnis: 

Beispiel 7 



mannlich, 43 Jahre, homosexuell 

AIDS, Klassifikation: CDC IV/WR 5 Kaposi-Sarkome am gesamten Integument mit 
Beteiligung der Mundschleimhaut 

3 x 10 6 IU erfindungsgemafles rekombinantes IFN-beta, wie o. a., subcutan 3 x/Woche 
uber 9 Wochen plus Zidovudine 500 mg/d 
Verringerung der Kaposi-Sarkome in Gr6/3e und Anzahl 

3 x 10 G IU hochgereinigtes natUrliches IFN-beta subcutan 3 x/Woche Uber 6 Wochen 
plus Zidovudine 500 mg/d 
Auftreten neuer Kaposi-Sarkome 

3 x 10 6 IU erfindungsgema/tes rekombinantes IFN-beta, wie o. a., subcutan 3 x/Woche 
kontinuierlich plus Zidovudine 500 mg/d Uber ca. 6 Wochen 
Verringerung der Kaposi-Sarkome in Groj5e und Anzahl 



Klinische Versuche 



Patient: mannlich, 47 Jahre, homosexuell 

Erkrankung: AIDS, Klassifikation: CDC IV/WR 5 Kaposi-Sarkome am gesamten Integument 
Therapie: 3 x 10 5 IU erfindungsgemS/tes rekombinantes IFN-beta, wie o. a., subcutan 3 x/Woche 

Uber 5 Wochen plus Zidovudine 1000 mg/d 
Ergebnis: Verringerung der Kaposi-Sarkome in Gro/ie und Anzahl 

Therapie: 3 x 10 6 IU hochgereinigtes natUrliches IFN-beta subcutan 3 x/Woche uber 6 Wochen 

plus Zidovudine 500 mg/d 
Ergebnis: Vergrofierung der Kaposi-Sarkome 

Therapie: 3 x 10 G IU erfindungsgema/3es rekombinantes IFN-beta, wie o. a., subcutan 3 x/Woche 

kontinuierlich plus Zidovudine 500 mg/d uber ca. 6 Wochen 
Ergebnis: Verringerung der Kaposi-Sarkome in Grofle und Anzahl 



Patentanspruche 



1. Rekombinantes Human-IFN-beta, gekennzeichnet dadurch, daj5 es in Saugerzellkulturen produziert 
wird, einen Anteil an biantennaren Oligosaccharid-Strukturen von mindestens 60 %, einen Anteil von 
triantennaren Oligosaccharid-Strukturen von mindestens 15 % und einen Anteil von tetraantennaren 
Oligosaccharid-Strukturen von 0 bis 5 % sowie einen Sialinsauregehalt von mindestens 80 % aufweist. 
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2. Rekombinantes Human-IFN-beta nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Anteil an bianten- 
naren Oligosaccharid-Strukturen mindestens 60 %, bevorzugt 70 % und am meisten bevorzugt 
mindestens 75 % betragt 

3. Rekombinantes Human-IFN-beta nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Anteil an 
triantennaren Oligosaccharid-Strukturen mindestens 15 %, bevorzugt 20 % und am meisten bevorzugt 
mindestens 25 % betragt. 

4. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die 
triantennaren Strukturen gegebenenfalls mindestens ein N-Acetyllactosamin-Repeat aufweisen. 

5. Rekombinantes Human-IFN-beta nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die triantennare 
Struktur 1->4 und/oder 1->6 verknupft ist. 

6. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daJ3 der 
Anteil an tetraantennaren Oligosaccharid-Strukturen 0,5 bis 3 % betragt. 

7. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Sialinsauregehalt mindestens 80 %, bevorzugt 85 % und am meisten bevorzugt > 90 % betragt. 

8. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der AnsprUche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daJ3 sich 
der Sialinsaureanteil aus N-Acetylneuraminsaure und N-Glykolylneuraminsaure zusammensetzt. 

9. Rekombinantes Human-IFN-beta nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daJ3 der Anteil an N- 
Acetylneuraminsaure 90 bis 100 % und der Anteil an N-Glykolylneuraminsaure 0 bis 10 % betragt. 

10. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da/J das 
rekombinante IFN-beta weiterhin einen Fucosegehalt von mindestens 85 %, bevorzugt 90 % und am 
meisten bevorzugt > 95 % aufweist. 

11. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl 
mindestens eine Oligosaccharid-Struktur einer der folgenden Formeln entspricht: 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 



3 



ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 



6 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 



al-6Fuc 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 



3 



NeuAca2-3 



ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 



6 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 



al-6Fuc 
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GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

(NeuAca2-3)2 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

* I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

HanBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Hanal al-6Fuc 



GalBl-4GlcNAcBl-6 



GalBl-4GlcNAcBl-4 
I 

GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

NeuAca2-3 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-6 



GalBl-4GlcNAcBl-4 
I 

GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

NeuAca2-3 Man8l-4GlcNAcBl~4GlcNAc 

« I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 
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GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

( NeuAca2-3 ) 2 HanBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

* I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-6 



GalBl-4GlcNAcBl-4 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

(NeuAca2-3 ) 2 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 | 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 



GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

(NeuAca2-3)3 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-6 



GalBl-4GlcNAcBl-4 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-2Manctl 

3 

( NeuAca2-3 ) 3 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
Galfil-4GlcNAcBl-2Manal al-6Fuc — 



( GalBl-4GlcNAcl-3 ) 1 
GalBl-4GlcNAc&l-2Manal 

3 

( NeuAca2-3 ) 3 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAc£l-2Manal al-6Fuc 

I 

GalBl-4GlcNAcBl-6 
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( GalBl-4GlcNAcl-3 ■) 1 
Gal61-4GlcNAc61-4 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manal 

3 

( NeuAca2-3 ) 3 ManBl-4GlcNAcBl-4GlcNAc 

6 I 
GalBl-4GlcNAcBl-2Manctl al-6Fuc 



wobei NeuAc auch fur N-Glykolylneuraminsaure steht. 

12. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daJ3 es 
in CHO-Zellen produziert wird. 

13. Rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daj3 es 
eine spezifische Aktivitat von mindestens 200 x 10 6 lU/mg aufweist. 

14. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Human-IFN-beta nach einem der AnsprUche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 eine waflrige Losung von Human-IFN-beta in unreinem Zustand durch 
eine flussig/flussig Phasenextraktion angereichert wird, dann einer Farbstoff-Affinit- 
atschromatographieunterzogen wird, anschlieGend eine Metal Ichelatchromatographie durchgefuhrt wird, 
der eine Size-Exclusion-Chromatographie folgt, wobei die jeweiligen Chromatographieschritte in jeder 
beliebigen Reihenfolge durchgefuhrt werden konnen. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da/3 die flussig/flussig Phasenextraktion mit 
einem wajSrigen Zweiphasensystem auf Basis Polyalkylenglykol/Dextran Oder Polyalkylenglykol/Salz 
durchgefuhrt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daJ3 als Polyalkylenglykol Polyethylenglykol mit 
einem Molekulargewicht von 1 .000 bis 6.000 Oder Polypropylenglykol mit einem Molekulargewicht von 
1 .500 bis 4.000 verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da/3 als Salz NaCI, LiCi, NaJ, KJ, Na 2 S04, 
Na 2 HP04, KsHPO*. K 2 SO +1 NaH 2 P0 4 , KCI, NH 4 CI, (NH 4 ) 2 SC>4, Na-Citrat Oder Na-Oxalat verwendet 
wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Farbstoff in der Affinitatschromatogra- 
phie Cibacron Blau F 3 GA ist. 

19. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da/3 in der Metallchelatchromatographie Cu 2+ , 
Zn 2 , Co 2 Oder Ni 2 lonen verwendet werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dajS fur die Size-Exclusion-Chromatographie 
Trennmedien verwendet werden, die einen Trennbereich von 1 .000 Dalton bis 600.000 Dalton, vorzugs- 
weise Sephadex R G150, Sephadex R G150 superfine, Sephacryl R S-200 High Resolution, Superose 12 
prep grade Oder TSK-SW 3000 verwendet werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 14 und 18, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Elution in der 
Affinitatschromatographie mit PBS, enthaltend 10 bis 70 Gew.-% Ethylenglykol und/oder 20 bis 50 
Gew.-% Propylenglykol, erfolgt. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 14 und 19, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Elution in der 
Metallchelatchromatographie mit kompetetiven Substanzen wie Imidazol, Histidin, Glycin oder NH 4 CI 
Oder einem pH-Gradienten von etwa pH 7 bis etwa pH 2 oder durch isokratische Elution mit fallenden 
pH-Werten erfolgt. 
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23. Verfahren nach einem der Anspruche 14 und 20, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Elution in der Size- 
Exclusion- Chromatographic mit PBS, enthaltend 0 bis 0,5 mol/l NaCI erfolgt. 

24. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend rekombinantes Human-IFN-beta nach einem der Anspruche 1 
bis 13, oder hergestellt nach einem Verfahren gemaB der Anspruche 14 bis 23, in Verbindung mit 
ublichen Trager- und Hilfsstoffen. 

25. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafl sie mindestens 25 x 
10 5 Ill/ml IFN-beta enthalt. 

26. Pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 24 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dafi sie in einer 
fGr die topische oder parenteral Verabreichung geeigneten Form vorliegt. 

27. Pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dajS sie in Form eines 
Gels, einer Emulsion oder einer Salbe vorliegt. 

28. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafl sie in Form eines 
Lyophilisates, einer Losung oder einer Infusion vorliegt. 

29. Verwendung einer pharmazeutischen Zubereitung nach einem der Anspruche 24 bis 28 zur Behandlung 
von Tumorerkrankungen. 

30. Verwendung einer pharmazeutischen Zubereitung nach Anspruch 29 zur Behandlung des Kaposi 
Sarkoms. 
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